













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































o 2 4 6
Time　after　inj　ection　（hr） Time　after　inj　ection　（hr）
Fig．4－2　Effects　of　clofibric　acid　on　the　decay　of　liver　microsomal　PCE　and　SCD．
Rats　were　subcutaneouslly　administered　with　clofibric　acid　at　a　dose　of　l　OO　mg／　kg
body　weight　twice　a　day　for　7　days．　Cycloheximide　was　iRtraperitoneally　inj　ected
at　a　dose　ef　O．2　mg／　kg．　2，　4，　6　h　after　the　iaj　ectioR，　rats　were　killed　and
microsomes　were　perpa1・ed．　A，　PCE；B，　SCD。○，　co飢rohats；囲，clofibric　acid－
treated　rats．Values　are　meaRs　±　SD　for　3　or　5　rats．
41
第3節　小括・および考察
　本章における検討からSCDとPCEの活性調節機構には大きな違いがあることが明ら
かとなった。本章で明らかとなったPCEとSCDの活性調節機構の概要をTable　4－2に示
した。ELO2の定常状態mR：NAが増加したのに対し、転写活性は変化していなかった。
このことから、クロフィブリン酸によるPCE活性の誘導には、　mRNAの安定性が関与して
いるものと考えられる。また、PCE活性の半減期はクロフィブリン酸によって変化しなかっ
た。これらのことからクロフィブリン酸によるPCE活性の誘導は主にmRNAの安定性の調
節によって起きていると考えられる。SCDはクロフィブリン酸投与によってmRNAの定常
状態発現量と転写活性が増加した。SCDの分解速度はクロフィブリン酸投与によって遅
延した。これらのことから、クロフィブリン酸によるSCD活性の上昇には転写の充進とタン
パクの分解遅延の2段階で調節されていることが明らかとなった。SCDが短寿命であるの
に対して、PCEの半減期が日のオーダーであることが初めて明らかとなった。なぜPCEと
Table　4－2　Changes　by　clofibrie　acid　of　traAscription，
mRNA　stability　and　protein　degradation　of　PCE　and　SCD
in　the　liver　of　rats
PCE SCD
TraRscriptioR
mRNA　stabllity
Protein　degradation
吻?
→
→↓←
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SCDの調節機構にこの様な大きな違いがあるのかは未だ明らかではない。　PCEの
mRNAを安定化させる因子や分解を促進する因子についてはこれまでに報告されてい
ない。SCDの分解酵素はHeinemannらによって単離されており、肝臓のミクロソーム中に
存在するプラスミノーゲン様タンパク質がSCDを特異的に分解すると報告されている
（H：einemann　et　ai．、2003）。しかし、この分解酵素に対するクロフィブリン酸の影響につい
ては検討されておらず、クロフィブリン酸によってSCD分解酵素が誘導されている可能性
があるが、憶測の域を出ない。以上のことを総合して考えるとクロフィブリン酸は各酵素に
次のような影響を与える。1）PCEはSCDの基質であるステアロイルCoAを供給するため
にmRNA安定性を延長する方法でPCE活性を上昇させ、2）SCDは半減期が短いので
活性を急激に上昇させるために合成促進と分解抑制の2段階で活性を上昇させるものと
考えられる。
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総　括
本研究はPCEがオレイン酸の生合成にどの程度関与しているかを検討するべく開始さ
れた。種々の生理状態におけるオレイン酸の割合とPCE活性の関連性を、現在オレイン
酸生合成の律速酵素と考えられているSCDと比較する形で、検討した。さらに、オレイン
酸の割合を変化させる状態では、どのような調節機構が作動しているのかを調べた。
本研究によって以下の諸点が明らかとなった。
　　1．ペルフルオn脂肪酸、クロフィブリン酸、グルコース負荷時もしくはz“cker創飽ラ
　　　　ットのように肝臓のオレイン酸割合が増加しているラットでは、PCE活性が上昇し
　　　　ていることが明らかとなった。また、SCD活性も同時に上昇していることが明らか
　　　　となった。
　　2．グルコース負荷ラットとZucker　fa／faラットにクロフィブリン酸を投与すると、さらに
　　　　PCE活性が上昇し、オレイン酸の割合が増加するものの、　SCD活性は変化しな
　　　　いことが2種類の異なる実験において観察された。これによってPCEとSCDの
　　　　調節機構に相違点があることが初めて明らかとなった。
　　3．重回帰分析によってオレイン酸の割合の決定にはSCDよりもPCEの方が大きな
　　　　寄与があることが分り、PCEのオレイン酸合成に対する生理的重要性が明確とな
　　　　つた。
　　4．Zuckerラットにおいては、血清インスリンの作用が直接PCEとSCD活性に影響
　　　　を与えるものではないことが明らかとなった。PCEとSCDにおいてはSREBP・・1
　　　　非依存的な調節が存在する可能性が示唆された。
　　5．肝臓における糖の取り込みはPCEとSCD活性に直接的な影響を与えないこと
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　が明らかとなった。
6．PCEとSCDの分解速度は大きく異なっていることが示された。
7。クロフィブリン酸投与によるPCE活性の誘導はmRNAの安定化による定常状態
　のmRNA量の増加に起因している可能性が示めされた。
8。クロフィブリン酸によるSCD活性の誘導には転写の活性化とタンパク分解の抑制
　の2段階の調節が関与していることが示唆された。
　本研究では、肝臓におけるオレイン酸合成にはPCEが大きく関与しており、PCEと
SCDは異なる調節を受けて肝オレイン酸量を調節していることを明らかにし、オレイン酸
の生合成にはPCEがSCDよりも大きな影響を与えていることを明確にした。
　オレイン酸には高度不飽和脂肪酸では代替できない機能があり、生体内の生理的要
求に応じてその量を調節するような機構が働いているものと考えられる。しかしながらオレ
イン酸の生合成の活性化が生理的にどのような意味を持つのかはまだ不明な点が多い。
今後さらにPCEの調節機構を遺伝子のノックアウトによって検討するなどして、明らかに
する必要がある。本研究によって得られた知見が基礎データとしてこれらの研究に利用さ
れ、さらにはヒトにおける疾病等の解明・治療に役立つことを期待している。
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実験の部
実験の部
第1章　試薬
［2－14C】マロニルCoA（55　Ci／mol）はMoraveck　Biochemicals　Inc．（米国）製を、2一デ
オキシー［1－i4C］グルコースはAmerican　Radiolabeled　Chemicals，　In　c．（米国）製を、
D一一［2・・3H｝マンニトール（20　Ci／mmoDはMP　Biochemicals　kac，（米国）製を使用した。ス
テアロイルCoA、パルミトイルCoA、オレオイルCoA、マ冷艶ルCoA、脂肪酸を除去した
牛血清アルブミンはS｛9ma　chemical社（米国）から購入した。ヘプタデカノインは
Nu－Chek　Prep．社（米国）から購入した。　NADHおよびNADPHはオリエンタル酵母社製
を使用した。ペルフルオmオクタン酸およびペルフルオロデカン酸は、Aldrich　Chemical
Company、　Inc．（米国）から入手した。ペルフルオロノナン酸はLancaster　Synthesis
（英国）から入手した。塩酸ピオグリタゾンは武田薬品工業から購入した。その他の試薬
は和光純薬の特級を使用した。
第2章実験動物と飼料
　日本エスエルシー社より購入した5週令のウィスター系ラット、または日本チャールズリ
バー社より購入した11週齢のZucker飽魚ラットおよびその同腹のleanラットを使用した。
ラットには固形飼料（CE－2、日本クレア社）および水を自由に摂取させた。馴化飼育後、
正常な個体を使用した。
第3章動物の処理
47
　　第1節ペルフルオu脂肪酸の投与
　ペルフルオロオクタン酸、ペルフルオロノナン酸またはペルフルオUデカン酸をプロピ
レングリコール：水（1：1、v／v）に溶解し、1　H　1回5日間腹腔内に投与した。投与液は各10
mg／m：しとし、体重1kgあたり1m：しとした。
　　第2節クロフィブリン酸の投与
クロフィブリン酸100mgを生理食塩水に溶解し、ラットに体重1kgあたり1mしの割合
で、1日2回4－7日間皮下に投与した。
　　第3節塩酸ピオグリタゾンの投与
塩酸ピオグリタゾン30mgを5％アラビアゴムに懸濁し、ラットに体重lkgあたり5mしの
割合で、1日1回14日間経口投与した。
　　第4節グルコースの投与
20％グルコース溶液を吸水瓶に入れ、4日間自由に摂取させた。クロフィブリン酸と組
み合わせて投与する場合はグルコースとクロフィブリン酸の投与を同時に行なった。
　　第5節臓器の摘出と酵素源の調製
エーテル麻酔下、ラットの下大静脈から血液を採取し、速やかに肝臓を摘出した。血液
　　　　　　　　　　　　　　　　　　48
は4℃、900×9で15分間遠心分離して血清を得た。肝臓は冷生理食塩水で還流するこ
とによって脱嘱した後、すぐに小片（0．2g）を切り分け液体窒素下凍結させ、　RNAを抽出
するまでの間一80℃で保存した。残りの肝臓には重量に対して4倍量の10mM　Tris一・HCI
緩衝液（pH　7．4）、1mM　EDTAを含むe．25・Mショ糖溶液を加え、テフロンホモジナイザ
ーを用いてホモジネートを調製した。ホモジネートの一部はアシルCoAオキシダーゼと脂
肪酸組成の分析用にそれぞれ一8・0℃と一30℃で保存した。残りのホモジネートを4℃、
18000×gで20分間遠心し、得られた上清を再び同様の条件で遠心した。この上清を0℃、
105000×9で1時間遠心した（Hitachi、　SCP70H、ローター：RP50T、39000rpm）。得られ
た沈殿を10mM　Tris－H：Cl緩衝液（pH：7．4）、0．1mM　EDTAを含む0．25　Mショ糖溶液
に再懸濁し、再び同様の条件下遠心した。得られた沈殿をミクロソーム画分とし、10mM
Tris－H：CI緩衝液（pH　7．4）、0．l　mM　EDTAを含む0．25Mショ糖溶液に懸濁し（約40
mg　protei1V　mL）、一80℃で保存した。ミクuソーム中のタンパク質量はLowryら（：Lowry　et
al．、1951）の方法に従い測定した。標準物質として牛血清アルブミンを用いた。
第4章酵素活性の測定
第1節PCE活性
　Kawashimaと・Kozukaの方法に従って測定した（Kawashi搬a　and　Kozuka、1985）。反応
液は最終濃度で200　pM［2－14c］マロニルcoA（40　nci／mL）、30　ptMパルミトイルcoA、
2mM：NADH、2mM　NADPH、0．1　M　Tris－H：Cl緩衝液（pH　7．4）、1mM　KCN、ミクロソー
ムタンパク質200排9を含み、最終容量0．5・mしとした。反応液を370Cで4分間インキュベ
ートしたのち、10％KOH／90％メタノール溶液1mしの添加により反応を停止させ、80℃
で30分加温した。反応液を室温に戻し、6MHCIを2・mL加えて液性を酸性とし、水1mL
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加えた。さらに、ヘキサン2mLを加え、3分間振とう後、遠心し、上層を取り除いた。この操
作を4回行った。水4m：Lを加えて3分間振とう後、遠心し、上層を分取した。脂質溶液
の溶媒を留無し、トルエンシンチレーター（0．4％DPO、0．01・／。　POPOP）10　mLを加え、
液体シンチレーションカウンターを用いて放射活性を測定した。
第2節SCD活性
　oshiRoらの方法に従って測定した（oshino　et　aL、1971）。scD活性は：NADH：により
還元されたミクロソーム中のシトクロムb5のステアロイルCoA存在下での再酸化速度を測
定することにより求めた。シトクロムb5の酸化速度は424　nmと409　nmの差の吸光度変化
を記録することにより求めた。反応系は酵素源としてミクロソームタンパク質1200Pt9およ
び。．1MTris－Hc1緩衝液（pH　7。4）をセルに加え、最終容量3m：しとし、30℃2分間プレ
インキュベートしたのち、NADH：2nmo1を加え記録を開始した。ミクmソームに含まれるシ
トクロムb5の還元反応が完全に終了したのち、20　nmolのステアロイルCoAを加え、2
nmol　NADHを添加して再びシトクmムb5の吸光度変化を記録した。NAD：H還元シトクロ
ムb5の酸化反応の速度定数をステアロイルCoA存在下㈲と非存在下（k“）においてそ
れぞれ求め、SCDの反応速度定数（k＋）はん㌔ん一ん”により算出した。
第3節アシルCoA合成酵素活性
Taitakaらの方法によって測定した（Tanaka　et　aL、1979）。反応液は最終濃度で1μM
［1－14qパルミチン酸カリウム（40　nCi）、1．2　mMトリトンX－IOO、10　mMアデノシン三リン
酸、1　pM　CoA、5mMジチオトレイトール、150　mM塩化カリウム、15　mM塩化マグネシ
ウム、0．1MTris－HCI緩衝液（pH　7．4）、ミクmソームタンパク質5緋9を含み、最終容量0．2
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mしとした。35℃で2分間インキュベートした後、Dole’s試薬（イソプロピルアルコール：n一
ヘプタン：1M硫酸＝・　40：IO：2、　v／v）1．5　mLを加えて3分間振とう後遠心し、上清を取り
除いた。キャリアとしてパルミチン酸を約60μmol含むn一ヘプタン2mしで同様に抽出を
3回行い、未反応のパルミチン酸を抽出した。さらに、n一ヘプタン2mしで3回洗浄し、残
った下層に水を加えて4mしとし、その中から1mLを液体シンチレーション用バイヤルに
移し、トルエンートリトンX－100（2：1、v／v）シンチレーター10・mLを加えて、液体シンチレー
ションカウンターを用いて放射活性を測定した。
第4節アシルCoAオキシダーゼ活性
Smallらの方法によって測定した（Small　et　al．、1985）。パルミトイルCoAを基質として、
反応により生じた過酸化水素を定量した。過酸化水素を還元型の2ラ，7’一ジクロロフルオ
レセインと共にカタラーゼ処理し、その際に生じる酸化型の2’，7’一ジクロロフルオレセイ
ンを502nmで測定した。反応液は最終濃度で50μMの2’，7’一ジクnmフルオレセイン、
40U／m：Lペルオキシダーゼ、4mM　3一アミノー1H：一1，2，4一アミノトリアゾール、0．2　mg／mL
牛血清アルブミン、0．02％トリトンX－100、0．05mMパルミトイルCoA、20　mMリン酸緩衝
液（pH　7．5）および肝臓のホモジネート約35μ9タンパク質を酵素源と含み最終容量を1．O
mLとした。
第5章脂質の分析
第1節肝ホモジネート脂質の抽出
凍結保存した肝ホモジネートからBligh－Dyer法（Bligh　and　Dyer、1959）で総脂質を抽
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出した。解凍した肝ホモジネート0．8mしに水を加えて1．6　mしとし、抗酸化剤としてO．02％
ブチルヒドロキシトルエン／エタノール溶液を50μ：L加え、内部標準物質としてトリヘプタデ
カノインを加え、次にメタノール4m：L、クロロホルム2mLを加えてよく振とうした。その後、
O．IM塩酸とクロロホルムを各2mしずつ加えて2層に分離させ、600×9で5分間遠心
後クロnホルム層を分取した。水層を4mしのクロロホルムで再抽出してこれを先のクロロ
ホルム層に合わせた。得られたクロロホルム層にクロロホルム：メタノール：e．iM塩酸
（3：48：47、v／v）を3．2　mL加えて3分間振とう後、遠心し、上層を取り除いた。下層に窒素
気流を吹き付けて一旦溶媒を留去し、クロロホルム：メタノール（1：1、v／v）1mしに溶かして
総脂質とし、一30℃で保存した。
第2節総脂質のけん化
　脂質溶液の溶媒を留辛し、残津10％KOH／90％メタノール溶液1mLを加えて100℃
で1時間加温した。反応液を室温に戻し、水4mLを加えた。さらに、ヘキサン4mLを加
え、3分間振とう後、遠心し、上層を取り除いた。この操作を3回行った。水層に6MH：CIl
mLを加えて液性を酸性にし、ヘキサン4m：Lを加え、3分間振とう後、遠心し、上層を分
：取した。
第3節総脂質中脂肪酸のメチル化
　脂質溶液の溶媒を留去し、15％（w／v）三フッ化ホウ素メタノール錯体メタノール溶液
1mLを加えて、　I　OO℃で15分間反応させた。反応液を室温に戻し、水3m：Lを加えた。
生じた脂肪酸メチルエステルをヘキサンで抽出し、濃縮後、ガスクロマトグラフィーに
よって分析に供した。
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第4節ガスクロマトグラフィーによる脂肪酸の分析
　ガスクロマトグラフはGC－14A（島津製作所）を用いた。分離にはキャピラリーカラム
SUPELCOWAX　10（SUPELCO、米国；ID　O．53　mm×30　m、膜厚1．99μm）を、検出器に
は水素炎イオン化検出器を使用した。キャリアーガスとしてヘリウムを用いた。試料注入
部と検出器の温度は255℃、カラム温度は222℃とした。標準物質の保持時間との比較に
よって各ピークを同定した。内部標準物質であるヘプタデカノインと試料中の脂肪酸のピ
ーク面積比から各脂肪酸を定量した。
第6章mRNAの定量
　凍結保存してあったラット肝の小片から］Rneasy　Midi　kit（Qiagen社，ドイツ）を用い
総RNAを抽出した。総RNAの定量は、抽出液の吸光度を波長260　nmで測定するこ
とにより行なった。逆転写反応はRNA　PCR　kit（AMV）ver．・2．1（タカラバイオ株式会社）
を用いた。逆転写反応系には最終濃度で5mM　MgCI2、1×RNA　PCR　buffer、1mM
dNTP　mix、2U／叫Rnase　lnhibitor、2．5　ng／μL　ra難dom　hexamer、0．05　U／FL　AMV逆転写
酵素および05F9の総RNAを入れ、最終容量が10叫になるようにRnase－free水を
加えた。30℃で’10分、42℃で30分、99℃で5分、6℃で5分間反応させた。生成した
complementary　DNA（cDNA）は使用するまで一3・O℃で保存した。　mRNAの定量にはリア
ルタイムPCR法を用いた。反応にはQuaRtiTect　SYBER　Green　PCR　ma呂ter　mix
（Qiagen社，ドイツ）を用い、各プライマーセット（Table）の最：終濃度が300　nMになる
ように調製した。PCRと融解曲線の作成はiCycler　IQ　real－time　detection　system
（Bio－Rad社，米国）を用いて行なった。反応は95℃、15分で変性させた後、1サイクルが
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94℃で30秒、57℃で30秒、72℃で30秒を40サイクル反応させた。Tableに示したす
べてのプライマーセットについてcDNA　O．hgから1pgまでの増殖効率を求め、標準遺
伝子であるβ一アクチンとの増殖効率比がほぼ1であることを確認した。増殖後は融解曲線
を作成し単一の生成物であることを確認した。各遺伝子の発現量はcomparative　Ct法を
用いて解析した（PE　Applied　Biosystems、1997）。
第7章2一デオキシグルコースの取り込み
　2－DGの肝への取り込みはR勾kumarらの方法に基づいて測定した（R勾kumar　e重aL、
1996）。12時間絶食：させたラットにベントバルビタール（50mg／kg）を腹腔猿投与し、頚静
脈にカニューレを挿入した。2｛14qDG（9μCi／ラント）とD一［2－3田マンニトール（90μCi／
ラット）をカニューレから投与した。マンニトールは細胞外スペースを求めるために使用し
た。血中の2－DGの減衰を測定するためにカニューレから投与後3、5、　IO、20、30と40
分に血液を採取した後、血液中の血糖値と放射活性を測定した。最後の採血が終わっ
たら、肝臓をおよそ200mg切り取り、液体窒素で凍結させ分析するまで一・80℃にて保存
した。肝臓小片はlMNaOHO5mLを添加後、70℃で30分間加熱して溶解させた。そ
の後05mしの1MHCIを添加し、その溶液200叫に対して1mしの6％HC104を添
加した。遠心後に上清950μ：Lを分取し、その放射活性を測定した。タンパク定量はBCA
protein　assay（Pierce社、米国）を使用して行なった。2－DGの取り込みは以下の式を用い
て計算した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　［2．．［i4c］DG］，
　　　　　　2－DG　uptake　＝　roO　sA　dt
このとき2一［14C］DGは投与後40分における肝臓の放射活性（dpm／mgタンパク質）、
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SAは血中2－DGの比放射活性（specific　activity）をdpm／nmol　plasma　glucoseで示して
いる。細胞外スペースは以下の式を用いて計算した（Cieslar・et・al．、1998）。
Extracllular　Spaces　：［D一［2－3H］マンニトール］li。，，／［D｛2－3H］マンニトール】pl。，m、
このとき［D一［2－3　H］マンニトール】ii。，rと［D一［2・・3H］マンニトール］　P1、、m、は月刊蔵と血漿のマン
ニトール濃度を示している。
第8章シクロヘキシミド投与によるタンパク質分解速度の測定
　PCEとSCD活性の半減期はシクロヘキシミドのタンパク質合成阻害作用を利用して求
めた。シクロヘキシミドを生理食塩水に溶解し、ラットの腹腔内に投与した。投与液は2．O
mg／mしとし、1kg体重あたり1mしとした（OshiRo・and・Sato、1972）。投与後0、2、4、6時
間にラットから肝臓を摘出し、第4節に示した方法でミクロソームを調製した。PCEとSCD
活性は5－1と5－2に示した方法で測定した。
第9章Nuclear　run－o薮assay
第1節プローブの作成
　第6章に示す方法でラットの肝臓からcDNAを調製した。プローブの配列をクローニン
グするために、cD：NA、クローニング用プライマー（Table）とpyrobest　D：NAポリメラーゼを
使用してPC：Rを行い、各遺伝子を増幅した。　PCR産物をGENCLEAN　III　kitを使用して
精製した。精製したDNA末端をT4ポリヌクレオチドキナーゼでリン酸化した後、DNAリ
ガーゼ（LigaFast　DNA　Ligation　kit、　Promega社、米国）を使用してプラスミドベクター一に
組み込んだ。プラスミドベクター（pBluescript　KS　II（＋）、　Stratagene社、米国）はSmaIで切
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断後、アルカリフォスファターゼ〈タカラバイオ社）で脱リン酸化したものを使用した。作成
したプラスミドベクターを大腸菌（DH5。コンピテントセル）にエレクトuポレーション法で導
入した。カラーセレクションとミニプレップを行ないプラスミドベクターが導入された菌体を
得た。
第2節フィルターの作成
　落体からプラスミド（100Pt9）を回収し、制限酵素（Hind　III）を用いて直線状にした。制
限酵素処理をしたプラスミドをエタノー一…ル沈殿で生成した後、1M　NaOHを用いて変性さ
せた、6×saline　sodium　citrate（SSC）を加えた。マイクuフィルトレーションプロッティング
装置（Bio－Rad、米国）を用い、20μgのDNAをニトロセルロ・一一一・ス膜にスポットして吸引した
後、6×SSCで洗浄、風乾し、　UVFクロスリンキングを行なった。
第3節核の調製
　核の調製はGorskiらの方法に従って行なった（Gerski　et・al．、1986）。ラットの肝臓を細
かく刻み10mM　HEPES緩衝液（pH　7．6）、25　mM　KCI、0．15　mMスペルミン、0．5　mM
スペルミジン、10％グリセロール、1mM　EDTAを含む2Mショ糖溶液からなるホモジネ
ーション緩衝液を加え、テフuンホモジナイザーを用いてホモジナイズした。10mしのホモ
ジネーション緩衝液のクッシ翼ンにホモジネートを重層し、68000×g、一2℃で30分遠心
した。得られた沈殿をホモジネーション緩衝液一グリセロール（9：1）溶液に懸濁し、10mし
のホモジネーション緩衝液のクッションに重層し、68000×g、一2℃で30分遠心した。得
られた沈殿を1．0×1　09個／mしになるようにホモジネーション緩衝液に懸濁し一80℃で保存
した。
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第4節run－on　assay
　：Run－on　assayはde・Costaらの方法に従って行なった（de　Costa　e重al．、2000）。反応溶液
（核懸濁溶液（5×107個）、10％グリセロール、50mMトリス塩酸（pH　8．0）、5　mM　MgC12、
1mM　MnC12．　150　mM　KCI．　2．5　mM　DTT，　l　mM　ATP，　1　mM　GTP，　1　mM　CTP．
200FCi［α．32p］UTP（410Ci／mmol））を全量が100緋：しになるように調製し、30℃で30分
間反応させた。DNaselを100　U／mしになるように添加し30℃10分間反応させる。　I　OO　pし
の反応停止液（20mM　Tris－HCI、2％ドデシル硫酸ナトリウム、10　mM　EDTA、200
Pt9／mLプロティナーゼK）を加え、42℃で30分間処理した。フェノール／クロロホルム／イソ
アミルアルコール（25：24：1、v／v）を加え除タンパク操作を行なった後、50　Ptgの酵母
tRNAおよび5％トリクmロ酢酸／60　mMピロリン酸ナトリウム溶液を加えた。沈殿物を0．45
脚のミリポアHAフィルタv一一一一に通した。フィルターは5％トリクロロ酢酸／30　mMピuリン酸
ナトリウム溶液で3回洗浄した。フィルターはDNasel処理後、65℃で10分間インキュベ
ートしてRNAを膜から剥がした。その溶液を回収しプnティナーゼK処理を施した後エタ
ノール沈殿を行ない、50Fしの1mM　EDTA含有10mM　Tris－HC　1緩衝液（pH8．0）に
溶解した。その1叫の放射活性を測定しハイブリダイゼーションに用いた。
第5節ハイブリダイゼーション
　第2節で作成したフィルターをハイブリダイゼーション緩衝液（50％ホルムアミド、5×
SSC、50　mMリン酸ナトリウムpH：65、1×デンハルト液、250　ptg／mLサケ精子DNA）で
42℃、6時間処理した。10．4で得られたRNA溶液（1．0×107cpm）を加え、42℃で48時
間処理した。フィルターを100mしの2×SSC、0．1％ドデシル硫酸ナトリウムに浸し室温
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で5分間洗浄した。この洗浄処理を3回繰り返した。緩衝液を0．2×SSC、0．1％ドデシル
硫酸ナトリウムに替…え、65℃15分間の処理を2回繰り返した。フィルターをイメージングプ
レートに露光し、FLA－3000G（富士フイルム）を用いて放射活性を検出した。
第IO章その他の分析方法
　血清のインスリン濃度はRat・lnsulin・ELASA・kit（Mercodia社、スウェーデン）を用いて
行なった。血糖値はグルコーステストワコー（和光純薬社）を用いて測定した。
第ll章統計処理
　2群間の比較はStudent’s・t－testを用いて行なった。重回帰分析はマイクロソフト社の
EXCEL　2000を用いて行なった。
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TableSequence　of　primers　used　for　the　experiments
Gene ?））??
?? GenBank
　　ID Purpose
Primers　（5’一3’）
SCDl
SCD2
ELO　l
ELO2
123
600
94
611
117
381
381
S－actin　220
JO2585
ABO32243
ABO71985
ABO71986
VO1217
Real－Time
　PCR
CIening
Real一一Time
　PCR
CIening
Real－Tirfle
　PCR
CIoning
　Real－
TimePCR
／　cloning
　Real－
TimePCR
／　cloning
Sense
Antisense
Sense
ARtiseRse
Sense
Antisense
SeRse
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
SeRse
ARtisense
TGTTCGTCAGCACCTTCTTG
GGATGTTCTCCCGAGATTGA
AAAGTTTCTAAGGCCGCTG
GTCTGAGCCAGCAATCTCAA
TGCACCCCCAGACACTTGTAA
GGATGCATGGAAACGCCATA
TCACCACGTTCTTCATCGAC
TTACCCACTTCGCAAGCTCT
GCTTCATCCACGTCCTCATGT
TCAGCACAAACTGGACCAGCT
CGAGACACACGAGTCAAAGG
ACGTGCAGGACTGTGATCTG
AGAACACGTAGCGACTCCGAA
CAAACGCGTAAGCCCAGAAT
TGCAGAAGGAGATTACTGCC
CGCAGCTCAGTAACAGTCC
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